Introduction
��������������, � ����������� ����� ���������� ������ �����-����, ���m����� �����d b� ���h�� Cryptococcus neoformans (C. neoformans) or Cryptococcus gattii (C. gattii), h�� ���d�-���� ��������d �� ����d���� w���dw�d� ���� �h� ���� 20 �����, ������������ �� �h��� (1, 2) . I�������� ������d� ��� ��h������� ��d ��b��q���� d����m������� �� �h� ������� ������� �����m �� ����� m�����������h������. W���dw�d�, �h� m��� ��mm�� ���k ��� �������������� �����d b� C. neoformans �� �mm���-d��������, ���h �� AIDS, ��d ���������� �����d b� C. gattii ��� m��� ����� �������d �� �mm�����m������ �������� (3) . E��d�m��������� ���d��� ���m ��� ���� A���� ���������, �������-����� ���m �h���, h��� ��d�����d �h�� C. neoformans ������� m����� HIV����������d �������� ��� wh�m � ���d�������� ��d������� ������ m�� �� m�� ��� b� �������� (4, 5) .
A �������� ���d� �������� ��������d �h�� ����������������� m�����h��� ����������m������� ������ ��������b�d��� ��� � ���k ������ ��� ������� ������� �����m ��������� b� C. gattii �������������� �� ��h��w��� �mm�����m������ ��d���d���� (6) . Th��, �h�� ������ �h� q������� �� wh��h�� �h� ��������d h����h� h���� �� �������������� �����d b� C. neoformans ���, �� ����, ����m�����d b� ��h�� �mm�����m���m����� ���d������ �h�� h��� ��� b��� �d������d.
Th� ������ �mm��� �����m, �����d��� �������� ��m�������, m��������, m�����h���� ��d m��� ��h�� ���������, �� �h� ���� ���� �� d������ ������� ���h�����, ��d b���d�� �������� ������� ����d��� m�����������m�. M�������� ��� b���d�b���� ����� �h�� d������������ ���� m�����h���� w��h�� �������, wh��h ��� ���������d �����w��� �� ��fl�mm����� ������ (7) . O��� w��h�� �������, m�����h���� ��� ����h�� d������ d������� ���������� �h��������, wh��h �� d����m���d b� �h� ����k��� m����� ��d���d b� ���h����� (8, 9) .
M�����h���� ��� �m������� ��m������� w��h ��������� ��������� ���m������� �������d �� h��� d������ ��d �mm����� ������� ������� m�����������m�, �����d��� b�������, �������, ����� ��d ��������� (10) . M�����h���� ������� � b���d ����� �� ������������ ���������, ������������� m�d������ ��d �����-���� ��������� m�������� ��� �h� �����������, ������m��� ��d d���������� �� ����d��� ���h�����, ��d ��� �h� ���������� �� ��h�� ����� �� �mm��� ����� (11) . I� ���h� �� �h� �m������� ���� �� m�������� �� �h� �mm��� ��������, �dd������� ��������������
MicroRNA-mediated inflammatory responses induced by
Cryptococcus neoformans are dependent on the NF-κB pathway in human monocytes (12, 13) . Am��� �h� TLR�, TLR2 ��� �����-��z� m����b��, �����d��� ��m������� ���m G��m��������� b������� �� �h� �������� �� TLR1 �� TLR6 (14) . Th� �m���-����� �� TLR2 �� h��� d������ ������� C. neoformans h�� b��� w�d��� ���d��d �� ���m�� �x����m���� (15, 16) .
Th� ���������� �� TLR� ��������� � �����m�mb���� ��������� �����d� ��d �������� ������������� ��������� m��������, �����d��� ��������k���1 ������������������d k����� (IRAK)1, IRAK4 ��d TNF �������� ���������d ������ 6 (TRAF6), ��d �h�� ��������� � ������ �� �mm��� ��������� (17) . A��h���h �h� ��fl�mm����� �������� �� �����b�� ��� d������ w��h ���h�����, �� �h� ��fl�mm����� �������� �� ����������d, �� ��� ��k� � ���� �� �h� b�d� ��d ���d �� ������� d������. Th��, �������� ������-���� �� �h� �������� ��� ���������� �m�������.
M����RNA� (m�R� �� m�RNA�) ��� � ����� �� h��h�� ��������d �m��� ������d��� RNA�, 19�24 ��������d�� �� �����h, wh��h ���������������������� �������� ���� �x����-���� b� ��������� �h� 3' �����������d ������ (3'UTR) �� ������ mRNA� (18) . m�RNA� ������� ������� ����h���� b� d����d��� mRNA� ��d ��h�b����� �h��� ����������� (19) . A���m������� ���d���� h�� ��d����d �h�� m�RNA� ���� � ����� ���� �� �h� ���������� �� �h� �mm��� �����m, �����d��� �h� d������m��� ��d d�������������� �� �mm��� �����, ����b�d� ���d������ ��d ������ �mm��� ���������� (20, 21) .
Th� �b���m�� �x�������� �� m�RNA� �� ���� �������d �� ������� d�������, ������� ���m �h� d������m��� ��d d����������-���� �� ����� �� ��m��� (22) , ��d ��fl�mm����� ��d �����mm��� d����d��� (23, 24) . R����� ���d���� h�� ��d�����d �h�� m�RNA�, ���h �� m�R�9, m�R�21, m�R�125�, m�R�132, m�R�146�/b ��d m�R�155 ��� ��d���b�� b� PAMP�, ���h �� ������������h�-��d�� (LPS). Th��� m�RNA� ��� ���� ������d �� ���������� ������ �mm��� ��������� (25�27). m�R�146� �� ��� �� �h� m��� ���m����� m�RNA� ��d���d b� TLR ������� �h����h ������� �������κB (NF-κB) ���������� ��d �h�� ���d� b��k �� �������� TLR���������d NF�κB ���������� (28 
NF-κB inhibitor (PDTC) pre-treatment.
Th� ����������� �m���� �� THP�1 ����� w�� ������d �����d��� �� �h� �x����-m���. Wh�� �h� THP�1 ����� w��� ���w� �� 80% ���fl�����, �h� ����h ������������ m�d��m w�� �������d. Th� ����� w��� ����������d w��h NF-κB ��h�b���� (PDT�, S1809; B�����m� I�������� �� B�����h������) ��d �h� ���� ������������� w�� 10 µM. A���� 12 h �� ���������m���, �h� ����� �� �h� �x����-m����� ����� w��� ������d w��h C. neoformans (MOI = 5). A���� 3 ��d 6 h, �h� ����� w��� ��������d.
In vitro exposure model. Th� THP�1 ����� w��� ���d�d �� 5x10 6 �����/����k ��d ���w� �� 70% ���������� �� 37˚� �� 5% �O 2 . THP�1 m��������� (���������� �����x�m����� 10 7 �����) w��� ����b���d w��h 5x10 7 C. neoformans (MOI �� 5) ��� 6 h �� �h� ��d������ m�d��. Th� �x����d ����� w��� ����d w��h 0.1% TRIz�� (I���������, �����b�d, �A, USA), ��d �FU ������ �� �h� ���� ������� w��� d����m���d b� RT�qP�R (7900 �������m� P�R �����m; A�����d B�������m�, F����� ����, �A, USA).
Small RNA library construction and Illumina sequencing. m�RNA �x�������� �������� �� C. neoformans��x����d THP�1 ����� ��� 0 ��d 6 h (�h�� �� � �������������� �x����m��� �� 4). m�RNA� w��� �������d b� ���������� ����� RNA� �� d��������� ����������m�d� ��� ��������h������ ��d ������� � ������� �� �h� ��� ���������d��� �� �h� ��z� 18�30 ��������d��. T���� RNA w�� �x������d ����� TRIz�� ������� (I���������) �����d��� �� �h� m�����������'� ������������, ��d �h� RNA ������������� ��d ������ w��� d����m���d ����� �h� A������ T��h�������� 2100 B�������z�� (A������ T��h��������, P��� A���, �A, USA). Sm��� RNA ��b���� ������������ ��d ��q�������, �������� �� ��q������� d���, ���m����� RT�qP�R ��� m�RNA� ��d b����-���m����� �������� w��� ������d ��� b� �h� Am������ G��� B�����h������ ��m������ (Sh���h��, �h���). �� �h� ���������� �� NF�κB �������d �h� ������� �� IL�1β ��d TNF-α (F��. 4D). Th� ������� �������d �h�� NF�κB ���������� w�� ��������d b� m�R�146� ��� ������������ w��h m�R�146� m�m��� ��d ��h�b�����. Th��� d��� ��d�����d �h�� m�R�146� �x���� �������� ���������� ������� �� �h� NF�κB pathway. b��� �h�w� �� b� �������d �� ������ �mm����� (36) . D����� �h� ���������� �� �� ������ �mm��� ��������, �h� �x�������� �� ��m� m�RNA�, �����d��� m�R�146�, m�R�132, m�R�155 ��d m�R�125�, ����d�� �h����� (28, 37) . R����� ��b��������� h��� ��d�����d �h�� m�R�146� m�� ���� � k�� ���� �� �h� ������ �mm��� �������� ��d ���� ������������ �� �h� ���h�������� �� �mm��� d�������, ���h �� ���������, ����� ��d ������ (38�41). I� �h� ������� ���d�, w� �b�����d �h�� �h� �x�������� �� 7 m�RNA�, m�R�4792, m�R�30b�5� (m�R�30b), m�R�30��5�, m�R�223�3�, m�R�15b�3�, m�R�146��5� (m�R�146�) ��d m�R�155�5� w�� ������������ ����������d ��m����d �� �h� ������� ����� (F��. 1). W� d�m��������d �h�� m�R�146� �x����-���� w�� ������������ ��d���d b� C. neoformans ��������� �� THP�1 �����. O� ����, �� �h� ������� h�m�� m��������, �h� b���� �x�������� ������ �� m�R�146� w��� ����d�� ��������d ��d ����h�d � ���k �� 3 h, �h�� ���d����� d�������d ���m 3 �� 12 h (F��. 2A). Th�� �b��������� �� �� ���fl��� w��h �h� �x�������� ������� �� m�R�146� �� THP�1 ����� �������d b� ��h�� ���h����� �� b�������� ��m������� �h�w� �� ����h�� ���d� wh��h �������d �h�� m�R�146� �x�������� w�� ���d�-���� ��������d (42) . Th� d��������� �� m�R�146� �x�������� �� THP�1 ����� m�� b� ��������� d�� �� �h� d���������� �� b�������� ���d �� �������.
IRAK1 and TRAF6 are regulated by miR-146a in the miR-146a-NF-κB axis in THP-
A�������d ��������� m�������� ��d��� �h� ������� �����-�������� �� NF�κB ��d ��������� ������� (AP)�1, ��������� �� �h� ���d������ �� �����mm����� ����k����, ���h �� TNF-α, IL-1β ��d IL�6 (43, 44) . I� � ������ ���d�, m�R�146� �x�������� ��d���d b� �h� ���������� �� TLR ��������� w�� NF-κB�d����d��� �� h�m�� ��d m���� m�����h���� (45) . Th� ��d������ �� m�R�146� �� k��w� �� b� NF�κB�d����d��� ��d �h�� �� � ������� ��m������ �� � �������� ���db��k ���� ����k�d b� TLR ���������. Th� C. neoformans���d���d �x�������� �� �h� m�RNA, m�R�146�, h�� b��� �h�w� �� b� NF-κB�d����d���, ��d �h� ��h�b����� �� NF�κB b� PDT�, an NF-κB ��h�b����, d�������d m�R�146� �x�������� (34) . W� ����d �h�� C. neoformans ��������� ��d���d �h� ������������ �� m�R�146� �� m�����h����, ��d �h�� ��h����m��� �������d in an NF-κB�d����d��� m����� (F��. 2 ��d 3A ��d B). F���h��m���, �h� �������� ���������� ������� �� m�R�146� �� NF-κB �������� �� THP�1 ����� �������d w��h C. neoformans m�� b� � �����d��� ������ �� �h� ��d������ �� �����mm�-���� (F��. 3� ��d D).
W� ����������d m�����h���� w��h m�R�146� m�m�� �� ��h�b���� �� �h� ������� ���d� ��d ����d �h�� �h� �����x�������� �� m�R�146� ���������d �h� ���������� �� NF�κB. M�������, m�R�146� ���������� ��������d NF�κB �x�������� �� �mm����� against C. neoformans ��d������ (F��. 4B ��d D).
I� �� w��� k��w� �h�� m�RNA� �������� b� b��d��� �� �h� 3'UTR �� ������ mRNA� �� ��d��� d����d����� �� �h� ����������� �� �����������. Th�� ���, m��� �������� h��� b��� �d������d �� ������� �� m�R�146�, �����d��� TRAF6, IRAK1, IRAK2, STAT1, TLR4 ��d N���h1 (41, 46, 47) . Am��� �h��� m�R�146� �������, TRAF6 ��d IRAK1 h��� b��� d�m��������d �� b� �m������� m�������� �� �h� ��������� ���hw�� (48) . M��� �m���������, IRAK1 ��d TRAF6 ��� k��w� �� b� ���� �� �h� ��mm�� ��������� ���hw�� d�����d ���m TLR�2, �4 ��d �5, ��d �h� IL�1β ��������, ���d��� �� ����������� �h�� ��������d m�R�146� �x�������� m�� ��� �� � �������� ���db��k ���hw��. P���������, L� et al (49) ��d B���� et al (50) �b�����d LPS �����-���� �� m�������� �����d b� �h� �m����m��� �� IRAK1 ��d TRAF6 k����� ��������, ������������. A� d�������d ����������, m�R�146� ������� ��d ���������� IRAK1 ��d TRAF6 (51) .
I� �h�� ���d�, w� ���� ����d �h�� �h� �����x�������� �� m�R�146� �� THP�1 ����� �������d �� �h� d�w����������� �� �h� mRNA ��d ������� ������ �� IRAK1 ��d TRAF6, wh��h, �� ��������, ��b��q������ d�������d NF�κB �������� (F��. 5). Th�� �������� �h�� m�R�146� m�� �x��� � �������� ���������� ������ on NF-κB ��������� ��� �h� �������� ���������� �� IRAK1 ��d TRAF6, wh��h ���� � �������� ���� �� �mm����� ������� C. neoformans.
I� ����������, w� ����d �h�� m�RNA� w��� ���������� �������d �� �h� ��fl�mm����� �������� �� m�������� �������d b� C. neoformans. m�R�146� w�� ����������d b� �h� NF�κB ���hw��, wh����� m�R�146� ���������� ��������d NF�κB acti-������ b� ��������� IRAK1 ��d TRAF6, ��d �h�� ��h�b����� �h� ���������� �� NF�κB ��d �h� ������� �� ��fl�mm����� ����k���� �� m��������, wh��h h���� �� �������� �h� �mm��� ��������. T�k�� �����h��, ��� ������� ������� �h�� m�R�146� m�� �����-���� � ������ �h��������� ������ ��� ���������� �h� ��fl�mm����� �������� �� �h� h��� ������ �mm��� �������� �� C. neoformans ���������.
